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La pr&cnte invention concerne un proc£d£ microbiologique pour la 
preparation de la strain albuminc humainc (SAH) par culture d'une levure, parti- 
culifcremeirt du genre Kfoyveromyccs. modifite par 1'utQisation des techniques de 
r ADN recombinant 

La SAH est une proline de 585 acides amines, d'unpoids moteculaire • 
de 66.000 daltons, se prdsentant sous forme monomire globulaire et non glycosylde . 
Sa structure globulaire est znaintenue par 17 pouts disulfides qui crfent une sine s6- 
quentidle de 9 boucles doubles \ Lcs gines codant pour la SAH sont connus pour 
fttre bautement poiymorpbes et phis de 30 variants g£n£tiques apparemment 
different* ont 6x6 rep6r£spar analyse £lectrophor£tique dans des conditions varites 3 . 
Le gfenede la SAH est coup* en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 sndtojddes du ate de •capping" suppose jusqu'au premier site d'addition de 

poly(AX 

Ualbumine bumaine est synthi tisfc dans les b6patocytes du foie puis 

s6cr6t4e dans le flux sanguia Cest la proline la plus abondante du sang avec une 

*. * ■ 

eoxicenmui<md , eiivinm40g/Utredes6rum; fl y a done environ 160 g (Talbumine 
circulante dans le coips humain k tout moment Le rile le plus important de la SAH 
est de maintenir une osmolality normale du flux sanguin. EUe pr6scnte igalement 
une capacity exceptionnelle de liaison pour diverses substances etjoue un rdle aussi 
Wen dans le transport endogfcne de molecules hydrophobes (tels que les stdroides et 
les selsbiliaires) que dans celui de difKrentes substances thtrapeutiques qui peuvent 
ainsi ttre transporties ft leurs sites <faction respectifs. De plus, la SAH a 6t6 r6cem- 
ment impliqu£e dans le catabolisme des prostaglandines 

La synthase de SAH dans les hipathocytes conduit d'abord &unpr6- 
curseur, la pr6pn>SAH, qui contient une sequence signal de 18 acides amines 
dirigeant le polypeptide naissant dans la voie de la sdcrftiort Cette sequence signal 
est couple, probablement par un processus co-translationnel, avant que la protfine 
ne sort rehrgude du rfticuhun endoplasnrique. Ce premier divage prottorytique 
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donne le prdcurseur proSAH qui contient encore k son extrdmitd N-terminale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg) qui est pas normalementprdsent dans la 
forme mature de la S AH circulante. 

Une convertase, probablement situde dans le corps de Golgi, enlfcve 
le propeptide au cours d'une deuxi&me dtape de protdolyse en coupant le peptide lid 
k la partie N-terminale de Facade aspartique de la SAH * 4 . Toutefois, la pro- 
albumine humainc immature peutreprdsenterlamoitid de ceDe du flux sanguin chez 
de rares individus hdtdrozygotes qui portent une mutation hdrdditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de tome ralbumine chez certains homozygo- 
tes extremement rares 5 . L'un de ces variants est ddsignd sous le nom de pro albumine 
Christcburch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- Han< 
lequella substitution Arg" 1 -> Gin empeche la coupure du propeptide ainsimutd 6 . 
D'autres variants appel6sproalbumine Lille 7 etTakefu'ont respectivementles se- 
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-HIs-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observde concerne la paire des 
acides aminds basiques Arg-Arg qui prdc&de immddiatement 1'albumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine f . 

La coupure aprfes une paire d*addes amines basiques est un point 
essentiel dans la maturation (fautres protdines, y compris (fbormones peptidiques, 
de neuropeptides et des protdines du plasma autres que la SAH \ Rdcemment, il 
a dtd ddcrit que la convertase qui coupe la proalbmnine en albumine dans le foie est 
probablement trfes proche de la protdase yscF de la levure 4 . Cette thiol protdase, 
calcium ddpendante, est codde par le gdne KEX2 de _S. cerevisiae et est probable- 
ment lide k la membrane de l'appareil de GolgL Elle est connue pour dtre impliqude 
dans la maturation de la phdromone appeld facteur alpha et dans celle de la toxine 
"kaicr', puisque les mutants kex2 de S. cerevisjae sont incapables de couper les pro- 
protdines respectives au niveau du couple d'atides aminds basiques Lys-Arg u . De 
plus, on peut ddmontrer que renzyme de levure codde par le gine KEX2 reconnalt 
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ques dcs organismcs eucaiyotes, y compris lTiomme. En cc qui concerne la SAH, fl 
semble difficile d'exprimeriun taux satisfaisant dans E*£Qlile prdcurseur naturcl 
de SAH, cfest-a-dirc la prfpro-SAH. D'autrc part, dcs proalbumines aitificielles 
dans lesqueDes le gfenc dc structure de la SAH a 6t6 fusionn6 & des signaux de 
5 secretion derives dcs g&nes bacteriens pac ou ompA sont cn general matures dc 
fapra incomplete u . Uexpression dc la SAH sans la prfsdquence, c*est-&-dire sous 
forme Met-SAH, montrc que le rdsidu methionine N-terminal n'est pas excise par 
la methionine aminopeptidase de ILffili (MAP) ***** En consequence, la SAH de JL 
coli n c pent pas fetrc obtcmic sous f onne mature insigfl et doit fetre modifif c inagQ, 
10 par coupure trypsique, afin d* cxdser une sequence leader d6riv£e d'un phage et cc 
aprfcs dtnaturation et renaturation in vitro n . 

En ce qui concerne les autres hfitesbacteriens, des travaux concernant 
la secretion de SAH dans BflfifllllS SUbtOfc ont 6x& rtcemment publi6s w . Bien que 
cette dtude indiquc qu'un organismc procaryotc tel que B, SubtQis posside le 
15 potentiel pour U cr6ter des prolines humaines de haut poids mol6culaire comme la 
SAH, eDe montrc aussi que Fexcr6tion dans le milieu de culture nc peut toe obtenue 
qu'en t itflfr*"* prntnplastes de g. subtflis. est«4-dire des ceDules dont la paroi 
ceHulaire normale a 6ti digdrdc par traitcment enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modif 6e est inversement proportionncl au taux de prot£ine produitc: 
20 k des niveanx if expression flevfe, la plus grande partie de SAH rec ombi na nt e restc 
sous forme immature 11 . En outre, aucune donnde concernant les proprifctis physico- 
drimiques de la SAH recombinante de jj. suhfflis tfa *td mentionnee. D'autre part, 
le niveau cfexcretion de SAH obtenu par ce microorganisme est tohs faible au vue 
des quantites de SAH d6tect£es par utilisation de mtthodes immunologiques dans 
25 les surnageants de culture 1 '. 

L'utflisatkm de syst&mes microbiens eucary otes telsqueleslevuresou 
les champignons rcpr&cntc une alternative in tiressante <futQisation <Th6tes bacti- 
riens pour la preparation de protfines heterologues. En eff et, ces organismcs pos- 
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sfedent toutes les caract£ristiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, telles que les cellules de mammiffcre. En 
particulier, les levures sont capables de rfialiser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Tactivite de nombreuses protdi- 

5 nes. En outre, les levures sontbienconnues^r6chelleindustrielle:ellespeuventtoe 
cultivdes k haute density cellulaire, elles ne sont pas pathogfenes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utilises dans Findustrie alimentaire depuis trfes longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de mammiferes, les manipulations g£n£tiques sur 
les levures sont fariles k rdaliser et les donn£es de la g£n£tique dassique et 

10 mol6culaire sont nombreuses. 

Le tcrme levure est firdquemment employ^ pour Saccharomyces 
cerevisiae. ou levure du boulanger, qui constitue Fune des esp&ces les plus communes 
et les mieux connues. H est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k Fesp&ce JS- cerevisiae. 

15 La sdcrdtion de la SAH dirig6e par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la chflatine a pu £tre mise en Evidence dans £. cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des prolines totales 20 • Toutef bis, le matfiriel 
reconnu par les anticorps anti-SAH ddcrit dans cette 6tude reste assocte k la cellule 
et n'est pas exports dans le surnageant de culture. De plus, aucune caract6risation 

20 d6ta01£e de la proline recombinante n'est rapportfe. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utQisantun 
proc£d£ post-fennentaire lors de la fabrication de la bi&re a figalement €t& 
mentionnfie M . De nouveau aucune donn£e quantitative ou qualitative concernant 
le produit obtenu n'a 6t6 ddcrite. De plus, ce proc£d£ conduit k 1'expression de Met- 

25 SAH, cfest-^-dire (Tun allfele de la SAH dfimarrant par Vadde amin6 methionine 
juste en amont de la sequence de 1'albumine mature. Uabsence <F une sequence 
signal empfcche la sicrftion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
Pacaimulation d'une albumine intracellulaire dont la structure tertiaire tfa pas 6t6 
caract6ris6e. De plus, Tabsence de methionine N-terminale dans le produit final n'a 



2635115 

7 

pas 6t4 montrfee. 

La pr6sentc invention dtoit 1'obtention de soucbes de levures modi- 
f 6es par gfoie g6n£tique pouvant toe cultiv6es en masse et capable de produire et 
cFexcrdter efficacement dans le milieu de culture la S AH dans sa conformation 
5 natureHeJ 

Un systfeme d* expression pr6f6rt implique des levures du genre Kluv- * 
veromyces comme bfite et utilise des vecteurs ddrivds du plasmide naturel pKDl de 
K. marriamis var. drosopbilaruni 

Les levures du genre Khiweromyces e t en particulier KL marxianus 

10 (indiiant les vari£t6s lactis et marxianus qui, dans ce qui suit, vont I tre appe!6es J£. 
lactis etK iragflis ) sont des organismes importants et (Tun intlrtt commercial con- 
sidirabledans rindustriebiotechnologique. K-lactisct I Lfragflis sont utilisies, par 
exemple,pour la production commerciale de l'enzyme lactase (f-galactosidase)*Ces 
levures sont capables de croltre sur lactoserum, un sous-produit majeur de 1'indus- 

15 . trie lait&re. Flusieurs soucbes de Khiyveromyces sont utilises pour la production 
& grande ichelle de "prolines cTorigines umceUulaire" (P.O.U.) qui jouent un rdle 
important dans ralimentation du bi tafl. Enfin, les organismes du genre Khiyveromv- 
ces sont mentioim6s sur la liste G JU^S, (Generally Recognized As Safe) r ce qui re- 
pr6sente un facteur important en vue de la production de pfoduits de qualitfi 

20 pbannaceutique. 

Contrairement aux progrfcs importants r6alis£s dans le domaine de 
la g6n£tique moldculaire de S. cerevisiae, les techniques de manipulation g6n6tique 
n'ont 6t£ d6velopp£es que rdcemment chez Kluyvcromvces . Trois types de vecteurs 
de clonage ont 6x6 ddcrits chez cet organisme : 

25 i) des vecteurs intfgratifs contenant des sequences bomologuesde 

rfgions du gtnome de Kluyveromyces et qui, aprds introduction dans les cellules, 
sHnt£grent dans les chromosomes de Kluweromvces parrecombinaison in vivo . L'in- 
tfgration, bien qu'6tant un ivinement tris rare n£cessitant la presence d'un 
marqueur de selection efficace, est obtenue lorsque ces vecteurs necontiennent pas 

30 de sequence permettant une replication autonome dans la cellule. Uavantage de ee 
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systfeme est la stability des soucbes transfonndes, tfcst-k-dire le fait qu'elles puissent 
Stre cultivdes dans un support nutritif normal sans le besoin (Tune pression de 
selection pour le maintien des sequences int6gr£es. U inconvenient est toutefois que 
les gfcnes intfigr£s sont seulement presents k une ou, au mieux, k un petit nombre de 
5 copies par cellule. Le faible dosage des gfenes r6sulte souvent en un fiaible niveau de 
production d'une proline hdtirologue. 

ii) des vecteurs rfiplicatifs contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) ddrivdesde l'ADNgfeomique de Kluweromvces sp. 12 * 23 ** (KARS). * 
De tels vecteurs ne sexnblent pas trfes int&ressants puisque leur segregation lors de 

10 la mitose est trfes peu homogfene, ce qui rfisulte en leur perte £ un taux eieve, meme 
lorsque celles-ci sont cultiv^es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs r£plicatifs contenant des ARS derives de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lineaire " killer " pGKl-1 isoie de JL lacris 
soit du plasmide drculaire pKDl isoie de E. drosophflarum r , Les vecteurs conte- 

15 nant des sequences ARS d£riv£es du plasmide lindaire " killer " n'ont pas d'utilitd 
pratique en vue de la production en masse de proteines h£t£rologues puisqu' un 
milieu nutritif particulier est ndcessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40*99 % dans une population donn£e apr&s seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection 2 *. Le systfcme vecteur le plus efficace pour la trans- 

20 formation du genre Kluweromyces ddcrit jusqu'alors est d6riv6 du plasmide 
endogfcne pKDl: des constructions contenant la sequence entfere depKDl peuvent 
fetre transformdes k haute frequence, sont prdsentes dans la cellule k 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stability assez £lev6e en conditions non 
s£lectives.N6anmoins, refficarite des vecteurs droits dans ladexnande EP 0241 435 

25 demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure ou des fermenta- 
tions k Fdchelle industrielle requiferent une stabQite du plasmide pendant au moins 
40 generations. Mfeme le vecteur le plus perf ormant (P3) d£crit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules <f une population donnfie aprfes 
seulement six generations en milieu non sfilectif r . Bien qu'il soit techniquement 

30 possible de maintenir une pression de selection k grande dchelle, Tutilisation d'un 
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milieu s£lcctif rfaultc souvcm en une density ceUulaire fortement diminudc, et 
&6cessite le recours & des souches bien definies ce qui rend cette approchc moins 
attrayante et plus onlreuse. De plus, la demande EP 0 241 435 ne conticnt pas un 
scul exemple dPcxpressicm de proline heterologue d*int£r&t commerdaL Ea fait, le 
seulg&ne "heterologue " dont 1' expression est d£montr£e apartir de vecteurs derives 
de pKDl est le gine LfRA3 de la levure S. cerevisiae. II reste done & prouver que 
rintroducrion dans pKDl (fun g&ne non issu (Tune levure, par exemple un g&ne 
(Torigine mammiftre, et sa surexpression dans Khiyveromyces tfentraJnent pas une 
Instability accrue du plasmide. 

Un objet de la pr6sente invention est V obtention de nouveaux vecteurs de- 
pression capables de transformer des levures du genre Khiyveromvces et possfcdant 
des caractiristiques de stabOitd nettement supArieures & celles mentionnfes dans la 
demande EP 0 241 435 . II sera d£montr£ que les nouvelles constructions sorit 
xnaintexxues & hant nombre de copies dans 85-90 % des cellules apris 50 generations 
de croissancc en milieu non seiectit D est ainsi possible de produire des prolines 
b6t£rologues & partir de vecteurs multicopies stables en utflisant des souches 
industrielles du genre Klnyveromvces. qui ont 6x£ utOisees pendant de nombreuses 
amides en raison de leurs propri6t£s optimales de croissancc et & des densites 
ceDulaires fievdes. 

La stability 61ev6e des vecteurs ddcrits dans la prdsente invention a txt 
obtenue en exploitant pleinement les caracteristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteurs derives de pKDl different de tous les autres vecteurs connus de Khiyvero- 
myces en ce qu'ils sont caractf ris6s par un systi me specialise de replication respon- 
sible de leur maintien stable a haut nombre de copies. En plus d'une origine de 
replication (ARS), ce systime comprend deux sequences r6p4t6es-invers4es, cha- 
cune de 346 nucleotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (gfenes A, B et 
Q qui font partie int6grante du plasmide * Par analogic avec le systime plus etudie 
du plasmide 2p de £. cerevisiae qui est structurellement proche, les protdines cod6es 
par deux deees gines (get £ ) sont vraisemblablement impliqudes dans la partition 
du plasmide lots de la mitose e t pourraient jouer un rdle dans la regulation negative 
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du gfene A codant pour une recombinase k site spidfique (FLP) 28 . Baete inontre 
que la recombinaison FLP-dependante entre les sequences rfipdtfies inverses de 
TADN de 2 ji fait passer le plasmide d'un mode de replication rfigulier (un 
doublement des plasmides 2 ji par division cellulaire) k un mode de replication du 
5 type " rolling drde" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule) 39 . Cette alteration du mode normal de replication est induite aussitdt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantites suffisantes des produits des genes B et £ qui agissent comme represseurs 
du gene A codant pour la recombinase FLP. Par ce mecanisme, le nombre de copies 

10 du 2 (et trfes probablement de plasmides structurellement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux eieves de fagon autordguiee et est independant 
de la presence d'un marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publies dans la demande EP 0 241 435 
soit contiennent seulement unepartie depKDl (A15) sort un gfcne A interrompu (PI 

15 etP3 pour lesquelsle site dedonage PstI est situe dans la sequence codantedugfene 
A "X detruisant ainsi le systfcme de replication autordguie qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide rdsidant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la presente invention respectent 1'integralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabflite des plasmides decrits d-aprfcs est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme S AH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isotee k partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'addes amines, la meme 
stnicturetertiaireetlesmfemesproprietesph^^ naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention concerne la creation par genie genetique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme facOement 

30 purifiable en utQisant des cellules de levure comme hdte eucaryote microbien. Le 
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proc6d£ de production est caractfris6 par une exaction efficace de SAH mature, 

native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facQite considdrablement 

la purification de la protdine recombinants La production de SAH est obtenue en 

cultivant des levures transformtes par un plasmide recombinant comprenant une 

5 rfgion de ddmarrage de 1* transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
.-•'■•* • . 

mem dans Fh6te et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH prfc£d6e d'un 

peptide signal dirigeant la protdinerecombinantedanslavoiedes^CTftiondesdites 

levures. 

Selon la prtsente invention, les nouveUes constructions induent des 
10 cassettes tfexpression contenant le gfcne structural de la SAH. Les constructions sont 
habitueHement pr£par6es de fa$on s6quentielle en employant les vecteurs appro- 
prtes, jusqu'i ce que les 616ments indispensables k Pexpression, la si crftipn, ou au 
. maintien du plasmide soient combines pour former un vecteur qui peut alors txrt 
mtroduit dans le (ou les) h6te(s) puriftf (s) de fagon & exprimer et excriterla protfine 
15 d£sir6e. Les bAtes employ 6s sont (TorigLne microbiologique eucaryote, en particulier 
des levures, plus particulterement des genres Saccharomvces ou Khryverornyces et 
de pr6f£rence de Tespfcce Khiyveromyces marrianus induant toutes ses varidtfe, en 
• particuHcr K. marrianus var. lactis. Ainsi, selon la prdsente invention, les construc- 
tions qui sont pr6par6es et ddcrites ont valeur d*exemples dans les organismes 
20 eucaiyotes d'origine microbiologique, mais sont destinies de pr6f£rence & 

Les bdtes particuliers & employer seront prifirentiellement des 
souches industrieBes stables, atteignant des hautes densitis cellulaires dans les 
mflieux appropri6s et caract£ris6es par un niveau 61ev6 de production- 
's La sequence codante pour la SAH peut toe obtenue de diveises 
fajons, la phis simple consistant & isoler des ARN messagers de foie humain et k 
synth&sser kurs copies sous forme d*ADN complimentaire (ADNc). Les sequences 
dondes peuvent ensuite tee modifiies par diff&rentes mdtbodes telles que la 
matagenfese in vitro, r Elongation cf amorces, la restriction, l'insertiond'adaptateurs 
30 oula ligature avec des oKgonudtotides de raccord. La s6quence codante peut toe 
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adapt6e, par exemple, k 1'usage des codons chez la levure pour optimiser refficadte 
dc la synthase proteique (traduction). 

Arextr6mit6N-tenninaledelas6quenccprot6ique,unpcptidesignd 
peut fctre introduit de f agon k dinger la proline en cours de synthase dans la voie 
de secretion de la cellule hdte. Gette sequence-signal peut correspondre k Fexten- 
sion N-tenninale naturelle de Falbumine ou peut fctre obtenue k partir de gfenes de 
levure tels que ceux codant pour la pteromone alpha ou la toxine * killer 

De plus, une pros^quence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut toe intercaiee entre la sequence-signal de secretion et la sequence 
codante de Talbumine mature. Cette sequence est normalement jointe k la sequence 
codante par rintermddiaire d'un site de coupure d'une protease specifique impli- 
quant en general au moins deux acides aminds de type basique , de preference Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette cf expression comprendra une region de demarrage de la 
transcription et de la traduction jointe k 1'extremite 5* terminate de la sequence 
codante, de fa$on k dinger et k reguler la transcription et la traduction de la dite 
sequenccLe choix de ces regions promotrices peut varier en f onction de Fhdte utilise 
en particulier. Generalement, ces sequences sont choisies panni les promoteurs 
derives des gines de levure. D'un inter&t particulier sont certaines regions issues de 
g&nes glycolytiques de levure du type Saccharoses ou Kluweromyces. telles que 
les gftnes codant pour laphosphogjycerate kinase (PGK), la gjIyceraldehyde-3-phos- 
phatedesl^drogenase y ]alactase 9 renolase y ralcooldesl]ydn^ 
de contrdle peuvent fttre modifiees, par exemplc par mutagenic in vitro, par Tin- 
troduction d'eiements additionnels de contrdle ou de sequences syntbetiques ou par 
des deletions. Par exemple, des elements de regulation de la transcription, telles que 
les regions dites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gine GAL10 de JL cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
etre utilises pour construire des promoteurs hybrides qui permettent de dissocier la 
phase de croissance (Tune culture de levures de la phase d'expression d'un gene he- 
terologue enfonction de la source carbonique choisL Une region pennettantune ter- 
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minaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle dans Fhftte envisage 
sera positional en 3' de la sequence codante. 

La cassette cTexpression ainsi cbnstniite sera fusionnde k un ou plu- 
sieurs marqueurs pcrmettant de seiectionner l'hdte transform6. Les marqueurs 

5 pr£f 6x6s dans la levure sont des marqueurs dominants, c'est-&-dire conf 6rant une re- 
sistance & des antibiotiques comme la g6n6ticine (G418) ou tout autre compos* 
toodque tels que des ions cuivre, dans la mesure oft ceux-ci peuvent fitre utilises sans 
spedfidte (Thftte particuliire. Ces gines de resistance seront places sous le contrflle 
de signaux appropries de transcription et de traduction dans Fh6te consid6r6. 

10 L'ensembleconstitue par la cassette d'expressionet par lemarqueur 

de selection peut fctre utilise soit pour transformer lTifltedirectemen^soitpeutfttre 
insert sur un plasmide vecteur. Dans le cas tfune transformation directe, des 
sequences faomoiogues & des regions present cs sur un chromosome ou sur un 
plasmide rfsidant sont fiisionnees & cet ensemble. Les di tes sequences seront situees 

15 decbaquecdte de la cassette d'expression de fa$on& induire une insertion au site 
bomologue par recombinaison in vivo. Si la cassette d'expression est inserte sur un 
plasmide vecteur, elle devra t tre combinee & un systeme de replication f onctioxmel 
dans rhflte oqnsidert. Un systfeme de replication prtf6r6 pour Huyveromyces est 
derive dn plasmide pKDl, initialement isole dej£. drosophilarum Un systfcxne 

20 prefere de implication pour Saccharomvces est derive du plasmide de levure 2jl Le 
plasmide d'expression peut contenir tout ou partie desdits systemes de replication 
ou peut combiner des elements derives de pKDl aussi bien que du plasmide 2 p. Les 
constructions preferees sont celles qui contiennent la sequence entiferedu plasmide 
pKDl lorsqne regression dans Khiweromvces est rechcrchce. Phis particuliere- 

25 znent, les constructions preferees sont celles oil le site d'insertion des sequences 
etrangferes dans pKDl est localise dans une region de 197 pbsitueeentrele site Sad 
. (position 4714 de la forme B de pKDl *) et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl *) ou Tun de ces deux sites. 

Pour plus de commodity le plasmide peut itreun vecteur navette: 

30 comme tel, 3 peut Stre transfer it un hdte bacterien tel que E -ffili, ou il peut fttre 
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manipuie plus facilement que dans la levure & chaque dtape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
l'hdte bacterien sont requises. D est figalement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de fagon qu'ils entourent les 
5 sequences bacteriennes. Ceci permet de supprimer Forigine de replication bacte- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui pent r6sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que 5*-GGCCNNNNNGGCC- 
3* (SGI) ou y-GCGGCCGC-S* (NotI) peuvent par exemple etre utilises dans la 
10 mesure oil ils sont extrfimement rares chez la levure et gineralement absents sur un 
plasmide (fexpression. Ces sites peuvent fetre introduits sur le vecteur par mutag6- 
nfese dirigfie par oligonucleotide ou par 1'addition <foligonud£otides de raccord 
sperifiques. 

Une fois tennin£e la construction du vecteur d'expression, celui-ci * 
15 sera introduit dans lTidte desire. Divers protocoles de transformation ont 6t& droits * ■ 
dans le cas des levures 31 . Les transfonnants peuvent alors etre mis en culture dans 
un milieu approprie en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit recherche est la SAH excretee, il peut etre purifie de 
diverses maniferes k partir du surnageant de culture. II peut etre ciy oprecipite, extrait 
20 par chromatographic d'affinite, par 61ectrophor£se ou par d'autres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine secretee peut etre faite k partir (Tune 
culture en " batch " ou en continu. 

Les exemples suivants , donnes & titre non limitatit montrent com- 
ment rinvention peut fitre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 

Techniques generates de donage 

Les methodes classiques de biologie moieculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium - bromure d'ethidium, la 
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digestion par les enzymes de restriction, rdlectrophorise sur gel, rdlectrodlution des 
fragments d*ADN k partir de gels ^agarose, la transformation dans£. mil etc, sont 
d6crites dans la littdrature 

Les en2ymes de restriction ont 6td fournies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les ligatures, les fragments (TADN sont sdpards selon leur taille 
sur des gels ^agarose 0,7 % ou aayianride 8 % f purifids par dlectrodlution, extraits 
an pbdnol, prddpitds k l'dthanol puis incubds dans un tampon Tris-HQ 50 mM, 
MgOj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 
du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments (TADN ayant des extrdmitds 5* prodmi- 
nentes sont ddphospboryids par un traitement k la phosphatase alcaline d'intestin 
. de veau (QP, Pharmacia) k 37°Cpendant 30 minutes dans le tampon suivant : glycine 
100mM,MgC3j 1 mM, Znd, 1 mM, pH 10,5. La mfemc technique est utilisde pour 
la ddpbosphoiyiation des extrdmitds 3* prodminentes ou franches, mais le traitement 
est de 15 minutes k 37°C puis de 15 minutes k 56°C L'enzyme est inactivde par 
chauflage du mdlange rdactionnel k 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de Nad 100 mM suivi d'une extraction au phdnol-chloroforme et d'une 
prddpitatum k I'lthanoL 

Le remplissage des extrdmitds 5* prodminentes est effectud par le 
fragment de Klenow de FADN polymerase I (T K coli (Biolabs). La rdaction est 
cffectnfc k teznp£rature nmfifant* pmHan^ 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mM, dNTPs 0,4 mM, MgS0 4 10 mM, ditbiotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH 12. Le remplissage des extrdmitds 3' prodminentes est 
effectud en prfsence de FADN polymerase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricanL La digestion des extrdmitds prodminentes est effectufede 
par traitement lixnitd k la nuddase SI (BRL) selon les recommandations du 
fabricanL 

La mutagdndse dirigd e in vitro par oligoddsoxynucldotides est effec- 
tide selon la mdtbode ddveloppde par Eckstein et coll. 34 en utOisant le kit distribud 
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par Amersham, 

Les ADNs ligaturds sont utilises pour transformer la souche rendue 
compdtente : E £2li MC1060 ( [JacIPOZYA], X74, galU, galK, SttA 1 ) ou TGI 
( Q^pmA,B] > ^E,lhLli^5/Fj^ ,lasZ M15).L'ADN 

5 plasmidique est purififi k partir des transfonnants r6sistants k 1'ampidlline ou & la 
tetracycline selon les cas. L'extraction de l'ADN plasmidique est faite selon le 
protocole dficrit dans Maniatis et colL 32 qui derive de la m6thode de lyse alcaline 
dicrite par Birnboim et Doty 35 . Pour 1'analyse rapide des plasmides, des lysats 
bactgriens sont pr6parfa selon la mdthode de Holmes et Quigley M et sont analyses 
10 par & le ctrophorese sur gels d'agarose sans purification prlalable. Aprts analyse par 
les endonud£ases de restriction, les plasmides recombinants pr&entant la structure 
dfair£e sont pr£par£s k plus grande 6chelle selon le protocole de lyse alcaline 32 k 
partir de cultures de 0,5 k 1 litre et purifies par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cesium. 

15 Les transformations de K. lactis avec de FADN Stranger ainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de K. ladisjsont dficrites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE IVUNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE LA pr^pro-SAH 

E.L1 Isolement d'un clone d'ADN compl&nentaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants pennettant regression 

de la SAH dansJL colia 6t£ dficrite en d£ta3s dans la pi£c£dente demande de brevet 
EP 0198745 M . En r&umd, l'ADNc a 6t6 obtenu k partir d'ARNm poly-A isol&s de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis Fisolement de trois clones (pTIBll, pAA38 et p6D8 

25 figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du g&ne structural de l'albu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont 6t6 utilises dans la reconstruction d'un clone d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "prt-pro". 
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E.L2 Synthase de la sequence signal de la SAH 

Dans lc plasmide pXL276 (figure 2), dont la construction est dtoite 
en detail dans la demande de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fiisionnfe en phase an codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (BBS) du gine cH du bacteriophage lambda. Ced a*gto6r6 un site Ndel immedia- 
tement en axnont du codon de dlmarrage de la traduction du gine de la SAH. 
pXL276 est utilise pour reconstituer la region "pre-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait toe tronqufe dans 1'ADNc juste en axnont du site TaqI au niveau de l'adde 
amine M\ La reconstitution est effective en insurant un fragment d'ADN corres- 
10 pondant ft la sequence signal de la SAH sous forme de quatre oligodeoxynucieotides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34 t Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndel de 120 pb provenant de pXL276 portant des signaux cfexpression de gines d*E- 
fidientre les sites EcoRI et AccI du plasmide pUC8. Le site TaqI est ainsi reconstitue 
4 rune des extremites de 1'insertion dans ce plasmide appel6 pXL290 (figure 2). Le 
15 petit fragment Hindni-Taql portant leRBSet la sequence prepro en amontdu site 
TaqI est ligaturd avecle fragment Taql-Pstldu done d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBll^ contenant l'extrdmite 5* de la SAH) entre les sites HindHI et PstI de pUC8 
pour donner le plasmide pXL299 (figure 3), Le plasmide pXL322 est construit fen 
Kgaturant k fragment Hindm-PvuII de pXL299 f portant le RBS (site de fixation de 
20 ribosome) et la sequence prepro -SAH jusqii'an site PvuII, avec le fragment PvuH- 
EcoRIdepXI-276, portant lerepliconetrextremite 3' de la sequence codante de la 
SAH, et avec le fragment EcoRI-Hindm de pXL276 contenant le promoteur (figure 
4). 

ELL3 Creation tfun site Hindm en amontdu codon dedgmarragede la traduction 
25 deb SAH. 

Dans le but cfobtemr une cassette prepro- SAH pouvant fttre facile- 
ment integrfe dans des vecteurs <f expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
decrit ci-dessus, est change en un site Hindm par mutagenftse dirig6e par oligo- 
deoocynodeotides. A cette fin, le fragment HindDI-Bglll de pXL322 contenant 
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Fextrdmitd 5' du gfene de la pr£pro-S AH est sous-don6 dans M13mpl8 et mutage- 
nisfi par hybridation de roligod6oxynucl6otide synthetique 5'-ATCTAAGGAAA 
TACAAQCEEATGAAGTGGGT-3' k la matrice simple brin (les sequences souli- 
gnfi es et en caractfcre gras repr&entent respectivement le site Hindin et le site de 
ddmarrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nuddotidique de la region mutag£nis£e est ensuite v6rifide. La sequence 
codant pour la SAH complete est reconstitute en insurant le fragment HindEI-PvuII 
du phage mutag£nis6 et le fragment PvuII-Hindm contenant l'extr£mit6 3* du gfene 
structural de la SAH, dans le site Hindin de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindin de 1,87 kb contenant le 
g&ne structural de la pr£pro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
& son extrdmit6 3\ La sequence complete du fragment Hindin ainsi que la sequence 
en acides amines de la SAH recombinante sont dfcrites sur la figure 7. Une cassette 
Hindin contenant le gfene structural de Met-SAH sans son signal de s£cr£tion est 
construiteen suivant lememeprotocole sauf qu'un d£riv£M13 duplasmidepXL276 
est mutag£nisd & Faide de roligodfioxynucldotide synth6tique5 , -ATCTAAGGAAA 
TAC^ACKIEEATGGATGCACACAAG-y. La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fagon similaire au plasmide pXL869. 

Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

E2.1 Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl peut Stre purififi & partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K drosophilanim U CD 51-130 
(collection U.GD., University de Calif ornie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui dficrit par Fleer et coll. 37 . Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2%) est 
centrifugfe, lav6e et resusperidue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont convert! es en sphfiroplastes en presence de zymolyase (300^g/ml), dTEDTA 25 
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mM, de phosphate 50 mM et de jJ-mercapto ethanol (1 ;ig/ml). Apris lavage dans 
* une solution de sorbitol 1,2 M, les spheropiastes correspondant & 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 1£ M et on ajoute le 
mfcmevohunede tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 

5 Les etapessuivantes corespondent au proton 

ceptiondekprficipitationdusurnageant en acetate de potassium qui est faite&23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 nil d*isopropanoL Le materiel obtenu est traits 
ilia RNase (50 )i/ml) k3TC pendant 20 minutes puis avec la proteinase K(150;ig/ 
ml) dans une solution de Nad 0£ M, sarkosyl 0JS % et <FEDTA 25 mM pendant 1 

10 heure it 6(PC Aprfes centrifugation en microcentrifugeuse Eppendorf, les surna- 
geants sont pr£dpit£s k Fdthanol pendant 10 minutes & -70°C, puis les culots sont 
dissous et FADN est purifi6 par centrifugation isopycnique en gradient de CsQ en 
presence de bromure (Fethidhim. 

E2X Construction du plasmide pCXJL 

15* Uinterm6diaire de construction pUC-URA3 (figure 8) consiste en un 

fragment Hindm de 1.1 kb contenant le gfene URA 3 de la levure S. cerevisiae insert 
dans Je site unique Narl du plasmide pUC19 *. Le fragment Hindm derive du 
plasmide pG63 39 qui a 6x6 dig£r£ par Hindm puis traite par le fragment deHenow 
de T ADN polymerase I (FE. ssM pour g6n6rer des extr£mit£sfranches.Le fragment 

20 de 1,1 kb contenant le gine URA3 est purifie puis insert dans le plasmide pUC19 
M-m&me coupe par Narl et trai t6 par le fragment de Klenow de FADN polymerase 
Id*E. fflfi- Lc plasmide pUOURA3 contient done : une originede replication pour 
la maintenance du plasmide dans £. fidi • le marqueur de resistance it Tampicilline 
pour les transformations dans E. colL le gfene lacZ contenant un poly-site de clonage 

25 (EcoRI» Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sail, SpM, Hindm comme sites uniques) et le 
gfene VRA3 de S. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
de K Jactis, 

Le plasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide pKDl inserfedansle site unique AatH de pUC-URA3. Cette construction 
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a 6t6 obtenue en linearisant pKDl au site EcoRI puis en traitant ce plasmide par 
le fragment de Henow de l'ADN polymerase I <TE fflll Ce fragment d'ADN est 
ligature avec pUC-URA3 prficddemment coupe par Aatll et traitd k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
restriction EcoRI. Uinsertion de l'ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun gene n6cessaire pour maintenir la stabilitfi et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI etant sitae k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfene IL 3 *). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
cellulesdeK.lactis uraA cit» 4 baute frequence, estamplifie2Lenviron76-100copies 
par cellule et est maintenu de fa$on stable meme en l'absence de pression de 
selection. GrSce k Torigine de replication apport6e par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl peut egalement se repliquer dans IL ce qui facOite les e tapes de 
construction et de purification deplasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sont les sites 
Hindm et Sail du polysite de donage de pUC19. 

EA3 Construction d'une fusion entre le promoteur pkl de K. lactis e t le gfcne de la 
3'<-aminoglycoside phosphotransferase de Tn903 

L'utilisation de pCXJ 1 en tant que vecteur pour la transformation de 
£. lactis et d'autres espfeces de Kluweromyces reste limit6e aux souches portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 
pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromyces nous 
avons choisi le gene de la 3'-aminoglycoside phosphotransferase (aph p*]-I) du 
transposon bacterien Tn903 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insere dans pCXJl. Le g^ne de 1' aph c onfere la resistance k 
la kanamycine chez_E,j£li et rend les souches sauvages de levure rdsistantes k 
l'antibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire 40 . Pour pennettre une expression suffisammentf orte du gfenedeF aphp our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de K» lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du gine apLsont remplacesjar le promoteur pkl isoie k 
partirdu plasmide «killer»pGkl-l oukl de K lacris .La construction de la fusion pkl- 
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ftph est effectude en plusicurs dtapes (figures 10 & 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI de 1,5 kb du plasmide kl est sous-dond entre les sites uniques Seal et PstI 
de pBR322, le plasmide recombinant sensible & rampicHline et r6sistant k la tdtra- 
cydine est appeld pkl-PS 1535-6 (figure 10). Le fragment sous-dond de 1,5 kb 
provient (Tune extrdmitd du plasmide «kffler» Iindaire et contient la moitid 5* de la 
prenrifcre phase de lecture ouverte (ORF1) portde par le plasmide kl et enyiron 220 
paires de bases en amont 41 . Comme le site Seal est situd seul ement 22 paires de bases 
de rextrtmitl gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI purifid & partir de gel 
cf agarose contient vraisemblablement la region promoteur entifere de ORF1. La 
digestion de pkl-PS1535-6avecDdeI donneun fragment de 266 pbcontenant 17 pb 
provenant de pBR322 & une de ses cxtrdmitds (proche de Seal) et les 11 premiers 
codonsdeORFl & Y autre extrdmitd, Aprdsun traitement par le fragment deKlenow 
de rAPN polymerase I d TL colL le fragment purifid est insdrd dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6t6 obtenu en 
insdrant un fragment EcoRI de 1^25 kb contenant le gdne apt provenant de Tn2Q2 
(Kanamydn Resistance Gene Block™, Pharmada) dans le site unique EcoRI de 
pUCl9. Le plasmide pUC-kan2G2 est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanl par Xhol suivie <Tune digestion brdve par la middase SI rendant les extrdmitds 
franchespiris <Tune ligature avecle fragment DdeIdepkl-PS1535-6 rendu francavec 
le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I <f E t £sdi(figure 11). Cette construc- 
tion permet d*obtenir une fusion en phase entre les 11 premiers addes aminds du 
gftne ORF1 du plasmide Iindaire kl et de T extrdmitd tronqude en 5* du gine aphd e 
ThjKB. En fait, la jonction entre ORF1 et aph restore le douzidme codon de aph 
(AGG) de sorte que ee sont les onze premiers addes aminds de apL.qui sont 
renoplacds par les onze premiers, addes aminds de ORF1 de kl. La sdquence 
complete du promoteur pkl utilisd pour la fusion pkl-aph ensemble avec le ddbut 
du gfcne structural codant pour la aph est indiqude sur la figure 12. 

E2A Construction du plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un ddrivd du plasmide pCXJl 
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dScrit ci-dessus. D est construit en coupant pCXJl par Hindm puis en traitant par 
le fragment de Klenow de PADN polymerase I d*E. coli. Le plasmide Iin6aris6 k 
extr£mit6s tranches est ensnite ligaturfi avec un fragment Scal-HincII de 1,2 kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl- aph (figure 13). La 
5 digestion de pUC-Kan202 par Seal et Hindi donne une cassette de rdsistance k la 
kanamycine k extr6mit£s franches ne contenant plus le promoteur bact£rien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, confere la resistance k de trfcs bauts niveaux de 
G418 (> 2JS g/1) dans les souches de K* lactis . Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut fetre transf ormfi dans les souches de K lactis cir° £ haute fr6- 
10 quence, amplifid k 70-100 copies par cellule et maintenu de fagon stable enl'absence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugufie avec la presence 
d'un marqueur dominant efficace permettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluweromvces font de pKan707 un vecteur de clonage trfes perf orxnant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

X5 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE L' 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

E3.L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la prtpnnSAH 
sous contrdle du promoteur PGK d e S» cerevisiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) condent un fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constitud des regions promotrices et terminatrices 
du gfene PGK de & cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment gSnomique 
Hindm d£16t£ d'un fragment de 1*2 kb correspond ant au gfene structural et compre- 
nantune region comprise entre l'ATG d'initiation de la traduction etle site Bgjn 

25 localise 30 codons en amont du codonTAA spdeifiant lafin de traduction 42 . Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite d£truits et 
remplacds par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du tenninateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introdtrit k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site 6tant 
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unique, 3 pcrmct <f introduire fiarilement des genes h6t£rologues. La sequence nu- 

/ 

cMotidique de cette r6gion est indiqude sur la figure IS. Le fragment Hind m de 1,8 

kbprovenant du plasmide pXL868 (voir £. 13) et codant pour le gene de la Met-S AH 

est ensmte introduit dans le site Hindm du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recombinant pYGlO. De facpn analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 

est g6n6?4 par insertion dans le plasmide pYG 12 d'un fragment Hindm provenant 

du plasmide pXL869 (voir E.13) et codant pour la pr6pro-SAH. En consequence, 

deux cassettes d'expression Sall-BamHI d'une taQle (Tenviron 3,6 kb sont ainsi cons- 

truhes, comprenant lc promoteur du gene PGK deJL cerevisae (Ppox), suivi du gene 

codant soit pour la Met-SAH soit pour la prepro-SAH et enfin la rdgion correspon- 

dant au tenmnateur de transcription du gene PGK (Tpgr), region incluant le site de 

polyad6nylation du ARNm. 

E32 Construction des plasmldes ^expression pYG19 et pYG23. 

Dans le but cTintroduire les cassettes d'expressions ddtaillies ci- 
dessus, dans le vecteur pKan707 rdplicatif cbez Khiyveromyces. les fragments Sall- 
BamHI de 3,6 kb ct provenant des plasmides p YG 10 et p YG 1 1 sont dans un premier 
" temps sous-clones dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 *\ pour donner 
ainsi les constructions plasmidiqnes pYG18 (prepro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions intennddiaires pennettent de disposer des cassettes 
{fezpresskm T rGK /McxSAil/T rGti et P PGK /pr6pro-SAH/T PGK sous forme de frag- 
ments de restriction Sall-SacI directement insurables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et SacI 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb si tu6 
en amont du gene fi de pKDl. Les constructions ainsi obtenues appel6es pYG19 
(prepro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprennent les cassettes <T expres- 
sion Pp^/HSA/Tpo^, la sequence quasiment complete du plasmide pKDl de K. 
d ryywphilannrL les sequences permettant la replication autonome chez £. mlL ainsi 
que les genes codant pour la ^-lactamase et la 3'-aminoglycoside phosphotransferase 
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(souscontrdle dupromoteurpkl).permettantrespectivement de seiectionnerE. coli 
en presence d'ampicflline ct & lactis en presence de G418. 

Exeraple 4 : TRANSFORMATIONDE LA SOUCHE MW98-8C DE K Jactis PAR 
LES PL4SMTOES EXPRIMANT IA Met-SAH ET LA prtpro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C (alpha nraA arg A lysA. K + pKDl°) deH lactis * UnSdiantfflon 
de cette souche a 6t& depose au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baam aux Pays Bas selon les dispositions du traits de Budapest oii il a 6l6 enregistrd 

10 le / / sous le numfiro CBS 88. La transformation s'effectue soit par 
la technique de formation de sph£roplastes initialement decrite par Hinnen et colL 44 
et adaptee en consequence, soit en traitant les cellules enti&res par l'ac£tate de 
lithium, ce qui favorise Fincorporation <TADN en presence de polyethylene glycol 
(PEG) **. Les modifications concemant la formation de sph£roplastes sont d&jk 

15 d6crites u . Lorsque la mithode faisant intervenir Fac6tate de lithium est utiiisee, la 
croissance des cellules se fait k 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'i une density optique k 600 nm (OD^) comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont r£colt£es par centrifugation k faible vitesse, lav6es dans une solution sterile de 
TE (10 mMTris HQ pH7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'une solution 

20 <fac£tate de lithium (0,1 M dans du TE) pour donnerune density ceDulaire d'environ 
2 x 10 8 c/ml, puis incub£es k 30°C pendant 1 heure sous agitation mod£r£e. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension rfisultante de cellules 
competentes sont incubees k 3(FC pendant 1 heure en presence d'ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap* fes un choc thermique de 5 minutes 

25 k 42°C les cellules sont lavfes 2 fois par de Teau sterile, resuspendues dans 0,2 ml 
<T eau sterile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajoutde et inun6dia- 
tement coulde sur boites YPD. AprSs modification, une surcouche additionnelle de 
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5 ml dc "top^agar* est ajoutte ct lcs bottes sont incubies k 28°CAprfesl8&24beures 
tfincubaftra, 0,16 ml (Tunc solution dc G418 (Gcncticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6tal6e sur lcs boltes et des transf ormants sont comptfe aprfcs 4-5 
jours (fincnbation additionnelle k 28°C 
5 L*6talement direct des cellules sur boltes YPD + G418 (c'est-fc-dire 

sans utiliser une surcoucbe additionnelle de top-agar) resulte en Fapparition de 
clones de taDlc plus importante pour lcs cellules transfornrfes de YL lactis. Ccpen- 
dam, une concentration phis basse de G 418 (50 jig/ml) est alors ntcessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement rfisis- 
10 ' tants an G418 et provcnanl de cellules non transferases. De plus, l'efficacitt de 
transformation est au minimum lOfois phis faible que l 9 efficacit6 observ£e aprfcs ex- 
. pression ph£tu)typique pendant 18 i 24 heures. 

EA2 Stability mltotique des plasmides d'expression de la SAH 

La stabQitlmitotique des plasmides pYG19 et pYG23 est mesurte au 
15 cours du temps apres croissance en milieu non selectif ; elle est d6termin6e comme 
6tant le rapport entre les pourcentages finaux et initiaux dc cellules croissant sur 
boltes YPD contenant 250 pg/wl de G418. Comme Tindique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgrfi Fexpression k baut niveau <Fun 
gfcne h6t£rologue : 40 k 45 % des cellules out maintenu ces plasmides apres 40 
20 generations ceUulaires en milieu non sllectii 

EA3 Niveau* d'expression et d'excr&ion de I'albumlne 

Les niveaux (regression et <Texcrftion des cellules de & lash 
MW9MC contenant les plasmides pYG19 (prfpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont determines en i onction du temps aprts croissance i28°C en milieu YPD et sous 
25 agitation constante. Les surnageams de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tions constoitives (5 minutes k 4000 puis 10 minutes k 12000 tours/minute) pour 
tiiminer tome contamination fventuelle par des cellules. Un 6 cbantiHon du second 
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sumageant (0,5 ml) est chaufK k 95°C pendant 15 minutes puis mfilangfi 4 un volume 
6gal de tampon duplication contenant 0,125 M Tris HQ, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto&hanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromophSnoL Quand une concentration desprot6ines presentes dans le sumageant 
est souhaitfe, 0,4 ml d'une solution k 100% p/v d'acide trichloracfitique (TCA) est 
ajoutge k 8 ml de sumageant et les prolines sont pr£cipit£es sur glace pendant 1 
heure. Le materiel prteipiti est r£cup£r£ par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/minute) puis resolubilis6 par chauffage k 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
"de tampon d'application contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % J5-ME, 23 
% SDS et 0,2 % bleu de bromophgnoL 

L'expression intracellulaire d'albumine est d£tect6e k partir d'extraits 
cellulaires pr6par6s comme suit : 0,25 ml Equivalent (Tun culot cellulaire (lav£ une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate k pH 7, 5 mM JJ-ME, 1 mM 
phgnylmlthylsulfonyl fluoride (PMSF), 2>iM de leupeptine, et lyitA de pepstatine 
A (Sigma). Aprhs addition de 0,5 ml de billes de zirconium (diam&tre 0,45 mm), stoc- 
k£s en tampon phosphate (67 mM, pH 7) k 4°C, les cellules sont cassfies par 7 
pdriodes de 30 secondes avecun broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoupfies par des piriodes de refroidissement de 2 minutes 
sur glace. L'efficacitS de broyage des cellules est sup6rieure k 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
ddpourvue de billes de zirconium est transfSrie dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lavdes 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembtees dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation du tube pendant 15 minutes k4°Ck 12 000 g, on dfifinit 
ainsi une fraction des prolines solubles (sumageant) et une fraction de prolines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualizes et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon d* application aprts dilution. Ces 6chant31ons 
sont chauftes pendant 15 minutes £95°C,etappliqu6s surungel depolyacxylamide- 
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SDS h SJS % pr£c£d£ d'un gel de concentration k 5 % * puis soumis & une intensity 
de 25 mA jusqu'fc ce que le bleu de bromoph£nol atteigne le bas du gel 

La figure 20 montre le rtsultat d*une experience typique qui pennet 
(F£valuer Fexpression et rexcrftion d'albumine obtenue avec la soucbe de 1L lacris 
5 MW 9MC transform^ avec les plasmides pYG19 (prfpro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), et pYG 25 (vecfeur dipourvu de cassette (Texpression), aprfcs croissance dans 
50 ml de milieu YFD sans G418 k 28°C pendant 68 heures. Cbaque dchantillon cor- 
respond & 100 jil de culture originate et pennet de comparer les fractions solubles* 
les fractions insolubles, et le surnageant de culture, apr&s migration en gel de poly- 
10 acrylanride & 85 % et coloration au bleu de coomassie. Une bande prot6ique qui co- 
migre avec de 1'albuxnine izumaine commerdale (Sigma) servant de rdfdrence de 
poids moldculaire est detectable dans les 6chantfllons provenant des cellules trans- 
formtes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cfellules contenant 
le vecteur pYG25 qui ne conticnt pas le gine de la SAHL On remarquera que, alors 
15 que la quasi-totalit£ de Falbumine exprimde k partir de pYG19 (pr6pro-SAH) est 
exportfc dans le surnageant de culture, toute Falbumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est prdsente dans la fraction des prolines cytoplasmi- 
ques non solubles. Dc plus, les rdsultats de la figure 20 indiquent que Falbumine 
excrttfe par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule prot£ine 
20 extracelhilaire pr&ente en quantity significatxves. Dans le surnageant d'une culture 
de MW9&-8C transforms avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peut atteindre 12 mg SAH/gbiomasse. 

EAA Detection immunoiogique de Falbumine produite par K* lactis 

L'identiti des prolines qui co-migrent avec Falbumine extraite du 
25 plasma huxnain peut fctrt test* par immuno-d6tection. A ce but, un gel de polyacry- 
lamide est transf£r£ sur filtre de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 jim) en 
utffisant un apparefl de transfer! semi-sec (Biomttra) dans un tampon de transf ert 
contenant 25 mMTris base, 150 mM glycine, et 10 % methanol. Le temps de transfert 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm 2 de surface de gel. 
Aprfcs transfert, le filtre est incube trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait 6cr6m6, 0,2 %Tween20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM KO, 
43 mM ^HPOJ), suivi (Tune incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigfis contf e la SAH et dilu& au 1/ 
1000.Aprfes3 rin$agesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondaire biotinyle 
rcconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoutfe k raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Aprfesincubationdufiltrepcndant30minutes,le filtre estrinc63 foispardu tampon 
B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incube en pr6sence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinyiee. Le complexe avidine/ peroxidase biotinyiee est prepare 
extemporanement en diluant 1 goutte de chacun des rfactifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, aprfcs incubation k 23°C pendant 30 minutes. Le filtre est incube dans 
tine dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 
minutes. Le filtre est rind de nouveau par du tampon B pendant 3 p6riodes de 5 
minutes et mis k dgvelopper pendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml & 0,02% 
HjOj et 10 ml d'une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NidjenO,! MTrisHCipH7,4.Leresultatde cette experience (figure21) demontre 
que lactis MW98-8C exprime (pYG23) et excrfete (pYG19) une protfiine recon- 
nue par des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ce materiel antigenique est spedfique- 
ment associe k la presence d'une cassette (Texpression de l'albumine ; il n'est pas 
detecte dans des extraits cellulaires ou des surnageants de culture des levures 
transfonnees avec le vecteur sans cassette <f expression. 

EA5 Qnetiqued'excretiondelaSAH 

Comme le montre la figure 22A (chaque echantillon correspond ant 
irequivalent de 160 pi desurnageant de culture), lasecretionderalbuminehumaine 
se fait avec une cinetique relativement lente en erlenmeyer. Les niveaux maximums 
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<Texcr£tion semblent avoir lieu aprfes 70 k 100 heures d'incubation d'une culture 
inocul6e initialement k 10 s cellules/ml (Fig 22B, dchantfllons d£pos£s correspon- 
dant k Mquivalent de 25^ de surnageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'est detectable entre 100 et 240 heures de culture, d6mon- 
* trant une remarquable stab0it6 de la SAH dans oes conditions de culture et de 
temperature. Puisqu'il n*y a pas <f accumulation de mattriel prot6olys6 durant cette 
pdriode, fl peat fctre conchi qu'aucune prottase extracellulaire n'est pr6sente qui 

1 poiirrait dfgrader 1'albumine excr£t6e. 

Une representation graphique de la cindtique d'excrdtion (A), de 

10 mime que la courbe de croissancc de la soucbe MW98-8C transfonnde avec le 
plasmidepYG19 (B) est montrfe en figure 23 ; ces r&ul tats montrent que Pexcrdtion 
de Falbumine bumaine continue apr&s que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croissance. Cette observation est en accord avec des observations ant£rieu- 
res concernant <Fautres systimes d* expression chez la levure m m 

15 Exempte 5 : PURIFICATION DE LA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans une experience typique de purification, la soucbe MW98-8C 
transform^ avec le plasmide pYG19 est cultivde en milieu YPD pendant 72 heures 
. dans kft conditions standards 6€}k d£orites. Un surnageant de culture (0,5 litre) est 

20 d£barrass£ de toute contamination celhilaire par centrifugation et incuM k 4°C 
pendant 15 minutes en presence de 60 % d'tthanol (V/V). Le prteipitf est r6cup6r6 
par centrifugation, redissous dans 10 ml d'une solution 50 mM Tris HO pH 8,0, puis 
chaigisurune colonne de bleu TrisaoyL Ualbumine bumaine est 61u6e de cette co- 
lonne par une solution de Nad 3M. Aprfes dialyse des fractions contenant la SAH 

25 centre 50 jiM Tris, celles-ci sont purifides sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
tiates k tme concentration de NaQ 0,25 M Dans une dernifere fetape une chroma- 
tographic Superose 12 (Pharmacia) permet (Tobtenir de la SAH pure a phis de 99% 
(if aprts les rfaultats cTilectrophorise PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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Exemple 6 : CARACTERISATION DE UALBUMINE SECRETEE ET PURIFIEE 

Uabscncc d*un test permettant de mesurer in vitro les propri6t& bio- 
logiques de 1'albumine ne simplifie pas la procedure permettant de juger de la quality 
5 de 1'albumine recombinante. Pour cette raison, aprfes purification, 1'albumine excrd- 
tfie par & tesifc. est done caract6ris£e par plusieurs tests pbysicochimiques etimmu- 
nologiques. Ces tests d&nontrent que 1'albumine recombinante est s£cr£t£e par JL 
lactis sous forme mature et dans sa configuration native : eDe est indistinguable de 
la sfirum albumine humaine extraite du plasma pour tous les entires. 

10 E.6.1 PAGE SDS : Coloration au bleu de coomassie et aux sels d'argent 

L'filectrophorfese est effectude en gel de polyaoylamide (7,5 %) d6- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit prdeddemment, ou grice k l'utilisation d*un 
"Phast ger (Pharmacia, Figure 24 A). DifKrentes quantitds d'albumine recombi- 
nante ont €x& compardes k une preparation commerciale de 1'albumine standard 
15 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre l*homog&i4it6 totale des 
dcbantfllons d'albumine de levure. 

E.&2 Isoflectrofocallsation 

Des focalisations isoflectriques sont effectudes entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, 1KB). Le point 
isofilectrique de la SAH recombinante est identique k celui de la SAH humaine 
reference (pi ■ 4,8). 

E.63 PAGE en conditions non ddnaturantes : relation immunologique 

L'dlectrophorfese de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
25 mide (10 %) non ddnaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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r£v£lation immunologique dans les conditions dlcrites en section E.4.4 rivfclent une 
co-migration avcc ralbumine standard extraite du plasma humain. Ced suggire trbs 
fortemerit que la maturation correcte de la pr6pn>S AH recombinante a lieu lors du 
processus de si cr€ tion inherent aux cellules de JLlactis. Aucune contamination avec 
de la S AH non matur6e n'est detectable ce qui implique que le clivage de la sequence 
signal et de la region pro de la SAH s t effectue avec efficadtd dans cette levure. 

Z£A Chromatographic d'exdnsion mol&ulaire 

Une chromatographic d'exclusion moldculaire est effectude avec une 
Superose 12 (Pharmacia). Le d6bit du tampon dilution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
est maintenu & 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine rdffcrence issue du plasma humain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivement 
Apr&s d6p6t <Tun volume de 100^1, l'£lution de ralbumine est d6tect£e par mesure 
de Fabsoiption & 280 mn. Dans les deux casle volume dilution est identique (11,5 
ml). 

Ej6S ChnHnatograhte d'&hange d'anion 

Ualbumine recombinante est 61u6e (Tune colonne Mono QHR 5/5 
(Pharmacia) & une concentration de 03 1 M Nad, comme ralbumine rfiftrence issue 
du plasma humain. La figure 25 montre les profils chromatographiques obtenus pour 
des injections de lOOjil de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
(04 mg/ml) utilisant une colonne 6quflibr6e en Tris-HCl 50 mM pH 8,0 et & un ddbit 
cenatBift de 1 ml/minute, 

E£j6 Chromatographic en phase inverse 

Le comportcment de ralbumine de levure en phase inverse est 
! analyst sur une colonne NudeosQ (C4) avec les tampons A (eau&0,l%TFA)etB 
(arftonitrile & 0,1 % TFA). La figure 26 reprdsente 1' dlution, par un gradient de 20 
ft 80 % de B dans A, de ralbumine de levure qui poss&de le mfcme temps de retention 
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que 1'albumine plasmatique. 

E.6.7 Composition en acides amines 

La composition en addes amin6s de la SAH recombinante est 
dfitenninfie par chromatographic en phase inverse aprfeshydrolyse adde(HQ)et 
5 dfrivatisation au PITC Les r&ultats obtenus par cette m&hode indiquent daire- 
ment une composition identique 4 celle de Falbumine reference issue du plasma 
humain. 

E.6.8 Sequence N-tenninale 

L'utilisation (fun appareO automatism permettant la degradation 
10 dTEdman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-teraiinale de la SAH 
secr6t£e par & teste est Asp-AIa-His-Lys-^r^Iu-Vd^ 

Leu-Gly. La determination de cette sequence confinne done les rdsultats provenant 
des experiences cFfiectrophortse en gels natifs de polyacrylamide, et dfanontre la 
maturation correcte et complete de Falbumine secr6t£e par la levure Kx lactis . 

15 E.6.9 Fluorescence du tryptophane 

Avecune exdtation i295 nm, remission de fluorescence de l'unique tryp- 
tophane possfede le mime maximum pour la SAH recombinante et 1'albumine plas- 
matique (337 nm) indiquantunenvironnement hydrophobe identique au niveau de 
cet adde amind (figure 27). 

20 E.fi.10 Stability thermique 

Ualbumine reference (Sigma) et Falbumine s&crit&e par la levure ont 
une dnitique identique de degradation k 75°C (figure 28) ce qui sugg&re que les 
liaisons de stabilisation de la structure protfiique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfides) sont identiques dans les deux cas. 
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E.6.11 Afflnitls vis-&-vis de diOgrents anticorps monodonaux 

L'antig6nidt6 de l'albumine recombinante a it€ 6tudide avec diff6rents 

anticorps monodonaux dirigis contre l'albumine humaine. La figure 29 monire leur 

sp£dfidt£ : fes anticorps HA10, HA 11 et HA13 correspondent k des Epitopes dont 

5 la conservation ndcesshe l*int6grit£ de I'ensemble de la mol6cule. Les anticorps 

' H/^i f HAfi^HA4 f HA3,I^etHAlcorres^ 

de la chaine peptidique dc I'extrfmiti N k Fextrdmitd C terminate 4,1 

Le test utOis£ est un test (F inhibition d T ELISA* Les diffcrents anticorps 

sont adsortes sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation (Falbumine 

10 marqu6e avec la phosphatase alcaline est dtablie pour chaque anticorps. Les courbes 

■ de saturation decfaaque anticorps ont une allure sigmoTdeet la quantit6d'albumine 

marqute correspondant k 50 % de fixation a tt€ choisie pour & tudier 1 ? inhibition de 

chaCUP dg* aiiiiflftrpa. 

Uinhibition a6t4 r6alis6e aveci'6chantillon d'albumine recombinanteet 

15 comparfe & celle obtenue avec un dchantillon d'albumine plasmatique (Sigma). La 

figure 30 montre que pour les 9 anticorps testis, l'albumine recombinante est anssi 

inhibitrice que l'albumine native. Etant donni Fextrftme sensibility du test, les 

- • 
differences observes sont rrrinimes. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

20 Les representations des plasmides indiqufa dans les figures ne sont pas traces k 
r&beDe et seuls ks sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqufa. 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu k partir de trois dones (FADNc (voir 
25 texte) d& riv& d'ARNm pory-A isolds de foie bumain. 

Figure 2: Reconstitution de la sequence signal "prfpro" de Talbumine & partir de 
% quatre oligomid6o tides synthltiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3 ; Construction du plasmide pXL299. 



2635115 

34 

Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
Figure 5: Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6: Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nuclfiotidique et en acides amines du fragment Hindm prove- 
5 nam du plasmide pXL869 et contenant le gfene de structure de la pr6pro- 

SAR Les fteches noires indiquent la fin des regions "prfi" et "pro". 
Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Figure 9: Construction du plasmide pCXIl. 
Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
10 Figure 1 1 : Construction du plasmide pUC*kan2QZ 

Figure 12 : Sequence nuclfotidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 

Seal et incluant la jonction entre ORF1 et pkl et la rfgion 5 9 du gfcne bac- 

t£rien codant pour Taminoglycoside phosphotransferase provenant de 

Tn2Q2. 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 : Courbe de stabilitf du plasmidepKan707 dans la souche MW98-8C dans 

des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (pr£pro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nucteotidique fournie en dessous de chaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du g&ne PGK et les g&nes 
de structure des difterentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stability des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-s61ectives. 
Figure 20 : Gel de polyacrylamide-SDS k 8,5 % apris coloration au bleu de coo* 
massie dimontrant regression et Fexcr&ion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8G Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) d£pos£e k des concentrations croissantes ; 0,2/ig, 0,6 jxg, 2pg et 

6^gparpiste.pYG19 (prtpro-SAH),pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec- 
teur) : chaque piste correspond k une quantity de proline dquivalent k 
100 de la culture originale (approx. 2 x 10 s cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), surnageant de culture. 

35 Figure 21 :Immunor£v61ation d'un gel de polyacrylamide klJS % transfer sur 
nitrocellulose comme dficrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a 6x6 dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varices et prfdpitf avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme ddcrit Les dchantillons de la gamme SAH ont done 6t6 
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traites de la mfime fagon que les surnageants de culture. Dans les deux 
cas, les d£p6ts de gel correspondent k des volumes equivalents. 1), pre- 
cipitation k une concentration de 100 mg/1 ; 2), SO mg/1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
12,5 mg/1 ; 5), 0^6 mgA pYG19 (prtpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
cfaaque piste correspond k une quantity de prolines Equivalent k 20yl 
de la culture originate (apprax. 2xltf celhiles/ml). a), surnageant de cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de polyaoylamide k 8,5 % aprte coloration au bleu de cooraassie 
ddmontiant la dndtique de FexcrEtion de la SAH k partir de la souche 
MW98-8C- 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma bumain (Sigma) qui a 6t£ 
. dissous dans du milieu YPD k des concentrations varices et prdcipitie 

avec du TCA (5 % concentration final) comme d£crit (voir tegende de la 
figure 21). 1), precipitation k une concentration de 6 mg/1 ; 2), 12,5 mg/ 
1 ; 3), 25 xng/1 ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mg/L pYG19 : exaction de la SAH 
4 partir du plasmide pYG19 et en fonction de T&ge de la culture, 16 - 61 
beures comme indiqu6. Claque 6chantillon correspond 41*6quivalentde 
160^1 de surnageant de culture. 

B, pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) d£pos6e k des 
concentrations croissantes; 0,4^ 0,6^0,8^ l,0jiget l^pgparpiste. 
pYG19 : excretion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en fonction 
deFAge dc la culture, 72-240 heures comme indiqu6.Chaque ediantDlon 
correspond k Fequivalent de 25 pi de surnageant de culture. 

Figure 23 : A. representation grapbique de la dnfitique <fexcr6tion de la SAH k 
partir de la soucbe MW98-8C transformde avec le plasmide pYG19 et 
cultiv6e en erlenmeyer comme indiqu6 dans le texte. La concentration de 
r albumine d£tect£e dans le milieu de culture (mg/1) est representee en 
fonction du temps (heures). Les rfsul tats de quatre experiences indepen- 
dantes sont representes. 

B, courbe de croissance de la soudie MW98-8C transformde avec le 
plasmide pYG 19. 

Figure 24 : Techniques eiectrophordtiques (S * standard, L = albumine de levure). 

A- PAGErSTC(Phastgcl,Phannaria,gradient8-25%) coloration aux 
sels (Targent S = ljig,L:de Q,05&Q£5;ig 

B - Isoeiectrofocalisation (Phast gel, pH 4,5-6,0), coloration au bleu de 
coomassie, depdts = lpg. 

C - PAGE SDS (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 
S * 0£-l t Ojig,L - 0£5-2£jig 
Figure 25 : Chromatographic (T6change <F ions - Mono Q (Pharmacia). En bas: 
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SAHlevure 40jig; en haut:SAH standard 50 jig 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nudeosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectrom£trie demission de fluorescence du tryptophane. En trait pleim 
5 SAH standard ; en pointilld : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique & 75°C En trait plein : SAH standard ; en pointillfi: 
SAHlevure. 

Figure 29 : Regions de Palbumine reconnues par les diffSrents anticorps monoclo- 
naux utilises pour la caracttrisation antig^nique. 
10 Figure30 : Courbes <f inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monodonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (pg/ml) : □ , SAH standard ;■ , SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Procfidd de preparation microbiologique de la s£rum albumine humaine 
(SAH) ou de Tun de ses variants caracterisfi en ce que 1'on cultive une levure capable 
d'assurer le maintien stable d'une cassette d'expression comportant au moins un 

5 marqueur de selection des levures transferases, l'ADN du gfcne de structure de 
SAH fusionnfi k des sequences pennettant son expression dans la levure ct dventuel- 
lement l'excrgtion de la proline encodee par ce gfene dans le milieu de la culture. 

2 - Procfidfi selon revendication 1 caractfirisS en ce que la cassette d'expression 
est int£gr£e dans le genome de la levure. 

10 3 - Proc6de selon revendication 1 caractdrisfi cn ce que la cassette d'expression 
fait partie d'un plasmide comportant un syst&me de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Proc£d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractfirisd en ce que les 
levures sont choisies dans les genres SaccftarOfliyreS et Kluweromvces. 

15 5- Proc6d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractfirisfi en ce que la 
levure est choisie dans le genre Khiweromvces. 

6 - Proc£d£ selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract£ris£ en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varietds de Kluweromyces marxianus. 

7 - Proc6d£ selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrisd en ce que la 
20 levure est KJuweromvces mandamis v ar. lactis, 

8 -Proc6d£ selonl'une des revendications 3 Jt7 caractfiriseence quele systfeme 
de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDl isote 
de Kha weTQmyggS fflapriams var. drosophflaram ou tout ou partie du plasmide 2jx 
isole de Saccharomyces cerevisiae ou une combinaison dements derives du 

25 plasmide pKDletdu plasmide 2 p. 

9 - Precede selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caract€ris6 en ce que le 
systfeme de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10- Proc£d£ selon ?une des revendications 3, 5, 6, 7 t 8 ou 9 caract£ris£ en ce 
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qu'une cassette d'expression selon la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est wsiri dans une region de 197 pb dgfinie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

11 - Proce 66 selon Tune des revcndications 1 & 10 caract£ris6 en ce que les se- 
quences pennettant I'expression du gfcne de structure sont choisies panni les 
5 promoteurs derivdes des gfcnes de levures du genre Saccharomvces ou Huweromy- 

12* Procedd selon revendication 11 caracterise en ce que ces promoteurs sont 
derives des g&nes glycolytiques de levures du genre Saccharomvces ou Kluyvero- 
myces. 

ID . 13 - Proc6d£ selon revendication 12 caracterise en ce que les sequences 
permettant Fexpression du gfcne de structure sont choisies panni les gfcnes codant 
pour la phosphoglycerate kinase (PGKX la gtyc6rald6byde-3-phosphatc deshydro- 
gdnase, la lactase, Fenolase ou l'alcool desbydrogenase. 

14 - Proc£d6 selon revendication 13 caracterise en ce que les sequences 
13 permettant regression du gfcne de structure proviennent du gine codant pour la 

phospbog]yc6raie kinase. 

15 - Procdd6 selon Tune des revcndications 1 & 14 caracterise en ce que les 
sequences permettant Fexcretion de la proteine h6t£roiogue sont choisies panni 
r extension N-tenninale naturelle "prepro" de Falbumine et les sequences obtenues 

20 ft partir des gines de levure codant pour la pheromone alpha ou la toxine Tailed. 

16 - Proc6d6 selon revendication 15 caracterise en ce que la sequence 
permettant rexcrftion de la SAH est 1' extension tenninale naturelle "pr6pro" de Fal- 
bunnnc. 

17- Proc£d6 selon Ihine des revcndications 1 & 16 caracterise en ce que les 
23 sequences permettant la selection des levures transform£es sont choisies panni les 
gines apportant la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6de selon revendication 17 caracterise en ce que la sequence de 
silecdon est un gine appertain la resistance & la G418. 

19 - Precede selon revendication 18 caracterise en ce que la sequence de 
30 selection est une fusion entre le promoteur kl du plasmide lindaire de EL kctis et 
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Faminoglycoside phosphotransferase du transposon T n903. 

20 - Le plasmide pYG19 caracferisS en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
1'ADN de la pr£pro-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
g&ne codant pour la phosphoglycdrate kinase et les sequences (Tune fusion entre le 
5 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de KluyveroTnyces lactis et le gfene de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de TnSffi. 

21 -Le plasmide pYG23 caracferisS en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
TADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et <F arr£t de la transcription du 
gfcne codant pour la pbosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 
10 promoteur pkl du plasmide lin£aire kl de & marxiamis var . lactis et le gfcne de la 
3'-aminoglycoside phosphotransferase de Tn903, 

22 - La levnre K. marxianus var. lactis MW98-8C 

23 - La levure IL marrianus var . lactis MW98-8C transf onn6e par le plasmide 
pYG19. 

15 24 -La levure Kluyveroniyces manrianus var. lactis MW98-8C transform^ par 

le plasmide pYG23. 

25 - La s&nxm albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le proc£d£ selon 
Fune des revendications 1 k 19. 

26 - La sirum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions approprfees de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la sfirum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 & titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 

29 -Le plasmide CXJ1. 
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EcoRi Hindlll 



pr6pro-SAH 




Figure 6 
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FLVII/31 



MatLysTrpValTh rPhe lleSerl^uI^^ 
AAGCTTATGAAGTGGGXAT^CTTTATITCCCTTC^ 

1 11 21 31 41 51 61 71 



ArJLspAle 



LaBisLyaSerGluValAlaRiaAr^heLyaAspI^ 
CaGKTCCACttCAAGAGTCAGGTTGCTC^ 
76 86 96 106 116 126 136 146 

I leAlaFhcAlaGlnTy rLeuGlnG lnCyaP roPheGlxiAspEifiValLy«lieuValAsnGl"ilValT^irGluPhe 
A3TOCC37TGCTCAGXA3tnrTCAGCA6TGrTC 
151 161 171 181 191 201 211 221 

AlaLy BTftirC yaValA l aAspGluSerAlaGluAanCyaAspLya Se rLeuHisThrLeuPheGlyAapLya Leu 
GCAAAAftCATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTO 
226 . -236 246 256 ' 266 276 2B6 296 

C^sThrValAl&ThrLeuArgG^ 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GltCys^heLeuGliiHiaLyaA^ 
376 386 396 406 416. 426 436 446 

ACTGCTTTTCM^GACAATGAAGAGfcCATTTTTG^ 
451 461 : 471 481 491 501 511 521 

TyraiaProGlulieu le^ 

526. 536 546 556 " 566 576 - 586 596 

AlaAlaCyBLguLa^rQLysLeuAspGlu^ 
GQVGCCTOCCTGCTGCCAAAGCTCGftTGAftCT^ 
601 611 621 631 641 651 661 . 671 

CyaAlaSerUnaGiLnlysPheG^ 
TGTGCOWSTCTCCAAAAATTT^^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

LysAlaGluPheAlaGltfValSe rLysl^ValThrAspleoThrLysValHl s ITirG luCysCy sHi b GlyAsp 

751 761 771 781 791 801 811 821 

826 836 846 856 866 876 886 896 

LcoLysSltCyaCyaGluLyaProlieMLcaGluLysSer 

901. 911 921 931 941 951 961 971 

AlaAspLefuProSerLeuAlaAlaAs^heV^ 

976 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPhc£e\K^yHstPbeI^uTyr€luTyrAlaArgArgHl aP roAspTy r Se ^alValLeuLeuLeuArgLea 

1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 



Figure 7 
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AlaLysThrTyrGluThrThrLeuGluLysCysCysAla^ 
GCaUUSACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCra 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProl^uValGluGluProGlnAsnL^^ 
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTAAT^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GluTyrLysPheGliiAsnMal^uI^uValA^ 
GAGTACAAATTCCAGTATGCGCTATTAGTC 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 

GluValSerArgAsnl^uGlyLysValGlySerLysCy^ 
GAGGTCTCAAGJAACCTAGGMAAGTGGGCAGCAAATGTTC 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

AspTyrl^uSerValVall^uAsnGlnLeuCys . 
GACTAIICTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGJ^GA^ 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysT5irGluSerI^uValAsnArgArg^ 
TGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCG^CATGCTTTTCAGCTC 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

GluPh^nAlaGluThrPheThrP^ 
GAGl-l-lAATGCTGAAACATTCACCTTCCA^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 1636 1646 

GlnThrMal^ValGluI^uValLysHisLysProLys 

caaactgcacttgttgagcttgtgaaa^ 

1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAlaPheValGluLysCysCysLysAl 
TTCGCAGCmU'GTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTG^G 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyLeu*** 
GTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTl&GGCTTM^^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAATGAAGATCAAAAGCTT 
1876 1886 1896 



Figure 7 
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* . > ORF1' <J 1 > 'aph 

TTA AAT TCC AAC ... - 3' 



Figure 12 
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Figure 20 
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Figure 21 
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a b c d e 16 18 20 22 37 47 61 h 
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gammeSAH pYG19 



"... * * 
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Figure 22 
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